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1. UVOD 
     1.1 Obraštaj 
 
Površine raznih tijela u moru pa tako i onih antropogenog porijekla kao npr. cijevi, građevinske 
konstrukcije, olupine brodova, platforme i razni ribolovni alati predstavljaju pogodno mjesto za 
pričvršćivanje, rast i razmnožavanje brojnih sedentarnih vrsta morskih organizama. Na taj način 
dolazi do nakupljanja organizama i stvara se obraštaj. Obraštaj uglavnom čine male sedentarne 
vrste, ali ponekad se nađu i vagilne vrste, kao što su rakovi, zmijače i paraziti (Chambers i sur., 
2006). Danas, najveći problem predstavlja obraštaj na brodovima (Slika 1.).  Zbog nakupljanja 
organizama nastaje neravna površina koja povećava trenje te tako usporava plovidbu i uzrokuje 
veću potrošnju goriva i veću koncentraciju ispušnih štetnih plinova. Procjenjuje se da je nakon 
nekoliko mjeseci nakupljanja obraštaja potrebno 45% više goriva kako bi se održavala brzina 
plovidbe (Magin i sur., 2010). Osim toga, obraštaj na brodovima predstavlja jedan od načina 
prijenosa alohtonih vrsta na nova područja.  
 
 Slika 1. Obraštaj na brodu (izvor: https://smallboater.com/biofouling-guide/) 
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      1.1.1 Stvaranje obraštaja 
 
Obraštaj nastaje u četiri sloja. Već u svega nekoliko minuta u kontaktu s morskom vodom dolazi 
do akumuliranja organskih molekula (polisaharidi, proteini) i anorganskih spojeva na čvrstu 
površinu (Slika 2.). Tako se stvara temeljni sloj. Na tom sloju se već nakon nekoliko sati 
razvijaju bakterije i dijatomeje koje tvore mikrobni biofilm i izlučuju ljepljive muko-
polisaharide, što omogućava  hvatanje većih čestica  i organizama kao što su spore alga, gljivice i 
praživotinje već nakon par dana. Na kraju slijedi pričvršćivanje i rast većih morskih 
beskralješnjaka kao što su rakovi, crvi, školjkaši i mahovnjaci (Juraga i sur., 2007). Procjenjuje 
se da je pronađeno više od 4000 vrsta morskih organizama koji stvaraju kolonije u obraštaju i 
koji su u stalnoj međusobnoj interakciji (Yebra i sur., 2004). 
U Jadranu obraštajni proces pokazuje sezonski ritam i većina tipičnih obraštajnih organizama 
naseljava se od proljeća do zime (Bakran-Petricioli i sur., 2015). Proces naseljavanja nakratko 
prestaje u zimskim mjesecima. 
 
Slika 2. Vremenski tijek stvaranja obraštaja                                                                                 
(izvor: https://pubs.rsc.org/en/content/articlehtml/2015/tb/c5tb00232j) 
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1.2 Dagnja kao obraštajni organizam 
 
Jedan od glavnih organizama koji uzrokuje ozbiljne probleme nakupljanjem na raznim 
površinama uključujući brodove, cijevi za rashladnu vodu elektrana, objekte za marikulturu je 
dagnja (Slika 3.) (Bakran-Petricioli i sur., 2015). Dagnja traži prikladnu podlogu za 
pričvršćivanje uz pomoć bisusnih niti pretražujući i puzeći koristeći stopalo te tvori guste 
nakupine. Što je populacija dagnje gušća to se više sedimenta, fecesa i pseudofecesa ovih 
školjkaša akumulira u prostorima između njih. Na taj način stvaraju se brojne mikroniše koje 
pružaju zaštitu od otplavljivanja vagilnim organizmima. Mediteranska dagnja (Mytilus 
galloprovincialis, Lamarck 1819)  je autohtona vrsta u Sredozemnom, Crnom i Jadranskom 
moru, a kroz obraštaj se proširila na ostala područja s umjerenom klimom, uglavnom u blizini 
marina gdje je učestali promet brodova. Mediteranska dagnja zamjenjuje autohtone vrste 
školjkaša na tim područjima zbog čega ima utjecaj na čitavu bentičku zajednicu. 
 
Slika 3. Obraštaj dagnje Mytilus galloprovincialis na plinskoj platformi. (Bakran-Petricioli i 
sur., 2015). 
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1.3 Protuobraštajna sredstva 
 
Kako bi se spriječila neželjena kolonizacija organizama, osmišljena su različita sredstva protiv 
njihovog nakupljanja koja djeluju spriječavajući već prve stadije nastanka obraštaja, odnosno 
adheziju bakterija i stvaranje biofilma. Protuobraštajna sredstva mogu djelovati i na organizme 
koji se kasnije vežu na biofilm. Mnoga protuobraštajna sredstva služe za direktno ubijanje 
organizama. Osim njih postoje i druga stredstva koja ne ubijaju organizme već mjenjaju 
strukturu površine te na taj način onemogućavaju pričvršćivanje mnogih organizama (Chambers 
i sur., 2006). Razne toksične tvari kao npr. bakrov oksid, tributilkositreni spojevi (TBT), trifenil-
kositar (TPT) i drugi organski spojevi dugo su se koristili kao protuobraštajna sredstva. 
Veliki problem nastaje ako se nanešena sredstva otpuštaju u morski ekosustav i na taj način 
negativno djeluju na brojne druge organizme izvan obraštaja. Kemikalije sa premazanih površina 
se mogu otopiti u morskoj vodi i na taj način se mogu prenijeti morskim strujama na područja 
udaljena od izvora. Osim toga, moguće je i otkidanje djelova premaza pri ćemu dolazi do 
sedimentacije na morsko dno. Zbog prirodnih ili antropogenih utjecaja, kao što su bioturbacije i 
povlačenje mreža dolazi do remobilizacije iz sedimenta što dovodi do ponovnog oslobađanja 
toksičih tvari u vodeni stupac. S obzirom da morski organizmi na nižim trofičkim razinama 
akumuliraju toksične tvari, one se preko hranidbenog lanca prenose na više trofičke razine te 
osim toga raste koncentracija toksičnih tvari na višim trofičkim razinama odnosno dolazi do 
biomagnifikacije. Ukoliko koncentracija toksičnih tvari unesenih u organizam premaši 
koncentraciju koju određena vrsta može detoksificirati i izlučiti, dolazi do redukcije metaboličkih 
funkcija što može dovesti i do smrti (Chambers i sur., 2006).  
Obzirom na toksični potencijal protuobraštajnih sredstava i njihovu antropogenu korisnost važno 
je testirati njihovu aktivnost. 
 
     1.3.1 Tributilni kositar (TBT) 
 
Tributilni kositar (TBT) spada među najtoksičnije organokositrene spojeve, a također se smatra 
jednim od najtoksičnijih zagađivala koja su namjerno unešena u more. TBT se primjenjivao  kao 
biocid u protuobraštajnim bojama od 1970-ih godina. Među mnogim neželjenim učincima TBT-
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a na morske organizme, jedna od najštetnijih posljedica bila je pojava imposeksa kod velikog 
broja vrsta Gastropoda. Pojava imposeksa uočena je već pri niskim koncentracijama TBT-a (1-2 
ngL-1). Imposeks je pojava muških spolnih karakteristika na ženskim jedinkama Gastropoda. 
Zbog svoje velike toksičnosti, od 2003. godine zabranjena je upotreba protuobraštajnih boja na 
bazi TBT-a u većini europskih zemalja. 
 
     1.3.2  Bakar 
 
Bakar se kao biocid u protuobraštajnim sredstvima koristio već u 18. i 19. stoljeću te se pokazao 
kao vrlo učinkovit. Nakon zabrane TBT-a, bakar se uz cink i organske spojeve počeo sve više 
upotrebljavati. Iako je esencijalan element u prirodi, otpuštanjem s brodova u morski okoliš i 
taloženjem u sedimentu povećava se njegova koncentracija iznad granice koju organizmi mogu 
podnijeti. Najveća akumulacija bakra je u marinama zbog puno brodova sa kojih se spojevi 
otpuštaju u more te zbog slabijih struja koje ne miješaju vodeni stupac. Uobičajene koncentracije 
bakra u morskom okolišu variraju između 0.5 i 3 μgL-1 morske vode, dok u onečišćenom 
području može porasti i do 21 μgL-1. Studije su pokazale da se na područjima gdje je 
koncentracija bakra viša od 21 μgL-1 javlja manji broj vrsta, odnosno manja raznolikost 
organizama (Neira i sur. 2014). 
Negativan utjecaj bakrovih spojeva i protuobraštajnih sredstava na bazi bakra na morske 
organizme je dobro proučen (Katranitsas i sur., 2003; Hall i Anderson., 1999). Pri visokim 
koncentracijama bakrovog(II) sulfata (750, 600 i 500 ppm) smanjena je produkcija bisusnih niti i 
dagnje ugibaju (Harada i sur., 1984). Najvjerojatniji uzrok je vezanje iona bakra na -SH skupine 
enzima koji uzrokuju strukturne promjene i sprječavaju transport iona (Trieff, 1980). 
 
1.4 Testiranje protuobraštajne aktivnosti  
 
Brojne laboratorijske metode osmišljene za testiranje protuobraštajnih sredstava uključuju 
ličinke rakova vitičara (Rittschof i sur., 1986; Fusetani i sur., 1996) i ličinke mahovnjaka (Bryan 
i sur., 1997; Schmitt i sur., 1998). Također se koristi dagnja u studijama za određivanje 
aktivnosti protuobraštajnih tvari  (Harada i sur., 1984; Kitajima i sur., 1995; Satuito i sur., 1993; 
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Hellio i sur., 2000). Nadalje testiranje na dagnjama koristi se i za određivanje protuobraštajne 
aktivnosti novih spojeva i prirodnih ekstrakata (Goto i sur., 1992; Shimidzu i sur., 1993; Dormon 
i sur., 1996). Metode uključuju testiranje odraslih jedinki, larvalne stadije ili juvenilne jedinke. 
Laboratorijska bisusno-nitna metoda koja uključuje odrasle jedinke dagnje (Harada i sur., 1984) 
provodi se fiksiranjem jedinki duž ruba tretirane zone, a ocjenjuje se promatranjem mjesta i broja 
bisusnih niti proizvedenih od dagnji prilikom prihvata. Unutar netretirane zone dagnje se 
prihvaćaju za podlogu s mnogo bisusnih niti (obično 10 do 30) za razliku od tretirane zone gdje  
dagnje uspjevaju razvući svoje bisusne niti izvan dometa tretirane zone. Metoda je 
nezadovoljavajuća zbog potrebe za velikim brojem uzoraka, cirkulirajućim protokom morske 
vode, veoma kontroliranim umjetnim uvjetima i problematičnim opažanjima.  
 
Testiranje larvalnih stadija ima praktičnu vrijednost u smislu potrage za protuobraštajnim 
sredstvima, no potrebno je dvadesetak dana za kultiviranje larvi dagnje do pediveliger faze 
(Satuito i sur., 2005). Kao i larve pediveligera, juvenilne dagnje održavaju svoju aktivnost 
prihvata te su također korisne za testiranje protuobraštajnih tvari zbog njihove visoke 
pretraživačke aktivnosti za pričvršćivanje na odgovarajući supstrat. Juvenilne dagnje se testiraju 
na netretiranoj testnoj ploči i ploči tretiranoj sa različitim koncentracijama protuobraštajnog 
sredstva (Kitajima i sur., 1995). Ova metoda mjeri migraciju i prihvat dagnji tijekom 24 sata te 
se na taj način mjeri učinkovitost protubraštajnih sredstava. Pri većim koncentracijama 
protuobraštajnog sredstva smanjena je migracija i prihvat dagnji. Na taj način se ispituje 
selektivnost dagnji prema supstratu. Dagnje  reagiraju  na četiri načina: a) uginu, b) ostaju na 
agaru, c) migriraju bez prihvata i d) prihvate se za podlogu. U slučaju a) protuobraštajno sredstvo  
smatra se toksičnim. Slučaj b) predstavlja veliku protuobraštajnu aktivnost, slučaj c) predstavlja 
dobru protuobraštajnu aktivnost, dok u slučaju d) nije vidljiva protuobraštajna aktivnost. Nakon 
svakog pokusa dagnje se prenesu na 24 sata u petrijeve zdjelice koje sadrže svježu morsku vodu 
kako bi se ispitalo jesu li zadržale sposobnost prihvata. Ako je polovica tretiranih dagnji 
(uključujući dagnje koje su uginule) izgubila svoju sposobnost prihvata, protuobraštajno sredstvo 
je proglašeno toksičnim. Ova metoda se pokazala korisnom za procjenu protuobraštajne 
aktivnosti prirodnih proizvoda, može se provesti u uvjetima koji su slični prirodnim u odnosu na 
prethodne metode te osim toga zahtjeva manji broj uzoraka. Zbog toga je ovaj rad napravljen 
vodeći se metodom prema Kitajima i sur. (1995).   
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2. CILJEVI RADA 
 
1. Utvrditi učinak CuSO4 na prihvat dagnje Mytilus galloprovincialis u ovisnosti o vremenu 
i koncentraciji. 
 
2. Utvrditi učinak komercijalnih protuobraštajnih boja na prihvat dagnje Mytilus 
galloprovincialis u ovisnosti o vremenu. 
 
3. Defininirati protuobraštajnu aktivnost različitih koncentracija CuSO4 te komercijalnih 
protuobraštajnih boja. 
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3. MATERIJALI I METODE 
 
     3.1 Materijali 
           3.1.1 Kemikalije 
 
Bakrov(II) sulfat i metanol bili su analitičke čistoće  i nabavljeni od Kemike, Hrvatska, a Difco 
marine agar od Gorea Plus, Hrvatska. Crvena protuobraštajna Hempel Hard Racing TecCel i 
crna Hempel Mille NCT boja nabavljene su od tvrtke Hempel, Hrvatska (Slika 4.). 
                     
Slika 4. Korištene komercijalne protuobraštajne Hempelove boje: a) crvena Hempelova boja 
(Hard Racing TecCel), b) crna Hempelova boja (Mille NCT). 
  
      3.1.2 Uzorkovanje dagnje Mytilus galloprovincialis 
 
Uzorkovanje dagnje Mytilus galloprovincialis provedeno je u području Limskog zaljeva (Slika 
5.) koje je poznato uzgajalište riba i školjkaša. Uzorkovano je oko 200 juvenilnih jedinki dagnje 
veličinske kategorije do 3 cm direktno sa pergolara (Slika 6.) na način da su dagnje odvojene 
škaricama sa busena kako povlačenjem ne bi došlo do oštećenja bisusnih niti ili unutarnjih 
a) b) 
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organa. Dagnje su odmah nakon uzorkovanja prenesene u Centar za istraživanje mora (CIM) 
Instituta Ruđer Bošković u Rovinju gdje je u laboratoriju proveden eksperimentalni dio.  
 
Slika 5. Područje uzorkovanja dagnje (Mytilus galloprovincialis, Lamarck 1819) u Limskom 
zaljevu. 
 
Slika 6. Izdvajanje jedinki dagnje M. galloprovincialis s pergolara do 3 cm veličine uz pomoć 
škarica.  
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3.2 Metode 
     3.2.1.Priprema otopina CuSO4 
 
Izvagano je 0.013 g CuSO4 i dodano 13 ml metanola. Na taj način je pripremljena  stock otopina 
(1 mg/ml CuSO4)  koja predstavlja otopinu 1. Otopina 2 je pripremljena na način da je 1 ml 
stock otopine dodano u 9 ml metanola i promješano (0.1 mg/ml CuSO4 ). I za kraj je 
pripremljena otopina 3 na način da je 1 ml otopine 2 dodano u 9 ml metanola i promješano (0.01 
mg/ml CuSO4 ). Ove tri otopine su služile za priremu različitih koncentracija CuSO4 i to 4, 20, 
40 i 400 µM. 
 
     3.2.2 Priprema testnih ploča 
 
Izrezani su krugovi od kartona koji su bili promjera kao i petrijeve zdjelice (10  cm). U svakom 
kartonskom  krugu napravljena su četiri otvora promjera ≈2.5cm. Zatim je pripremljen 3%-tni 
agar koji je izliven u petrijeve zdjelice. Taj agar je služio kako bi se izrezani krugovi lakše 
priljepili uz petrijevku. Na Slici 7. prikazani su izrezani kartonski krugovi te pripremljene 
petrijevke s agarom kao i svi potrebni materijali i pribor za testiranje protuboraštajne aktivnosti.  
 
Slika 7. Eksperimentalni postav za testiranje protuobraštajne aktivnosti 
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Pripremljene  su koncentracije od 4, 20, 40 i 400 µM CuSO4 te je kistom nanijeto po 700 µl  na 
karton. Također je nanijeto po 700 µl crvene (boja 1)  i crne (boja 2) Hempelove boje. Obje boje 
su na bazi bakra, a jedina razlika je u tome što se crvena boja (Hempel Hard Racing TecCel) 
većinom koristi za glisere i brže brodove.  
 
3.2.3 Testiranje učinka CuSO4 i Hempelovih boja 
 
Dagnje 2-3 cm veličine postavljene su u petrijevke u otvore kartonskih krugova. U svaku 
petrijevku su stavljene 4 dagnje u svoj otvor na agar. Za svaku koncentraciju CuSO4 te za obje 
boje rađeni su triplikati, odnosno pokus u 3 petrijeve zdjelice radi bolje obrade rezultata. Osim 
toga testirana je i kontrolna skupina u kojoj je karton bio premazan samo s metanolom te je ona 
rađena u duplikatu (Slika 8).  
 
Slika 8. Testiranje učinka CuSO4 i Hempelovih boja 
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Paralelno rađen je i pokus s manjim veličinskim kategorijama dagnji (1-2 cm). Za njega je 
korištena samo crvena i crna Hempelova boja radi usporedbe prihvata dviju veličinskih 
kategorija dagnji te ispitivanja djelotvornosti boja. Cijeli postupak kod manjih dagnji je bio isti 
jedino su otvori na kartonskim krugovima bili manji (≈2cm). Također je na kartone naneseno po 
700 µl crvene i crne Hempelove boje i obje boje su rađene u triplikatima. Za pokus s manjim 
dagnjama također je testirana i kontrolna skupina u duplikatu kod koje je karton bio premazan s 
metanolom. 
Nakon što su sve dagnje bile postavljene u odgovarajuće otvore, petrijevke su postavljene na 
pladnjeve te su petrijevke bile raspoređene po koncentracijama i bojama po tri u redu. Za sam 
kraj ulila se morska voda u svaku petrijevku do razine iznad organizama kako bi cijele dagnje 
bile pokrivene vodom te kako bi se mogle slobodno kretati po petrijevki. Na taj način se također 
dodatno spriječava njihov izlazak iz petrijevki. Osim toga petrijevke su bile dovoljno odvojene 
jedna od druge kako bi se spriječilo da dagnje prelaze iz jedne petrijevke u drugu. Pokus je trajao 
24 sata. 
 
     3.2.4 Prikaz i obrada podataka 
 
Aktivnost i ponašanje dagnji zabilježeno je kamerom nakon 2h, 4h, 6h, 8h, 10h i nakon 24h. 
Također je njihova aktivnost zabilježena neposredno nakon postavljanja na agar. Sve fotografije 
su snimljene mobitelom iPhone 7 (Apple, California). Prosječni udio migriranih i prihvaćenih 
dagnji izračunat je prema relaciji: 
broj migriranih/prihvaćenih 
12
 𝑥 100.    
 
Za obradu podataka korištene su osnovne statističke metode u programu „Microsoft Office 
Excell 2007” (Windows 7). Za uređivanje i rezanje slika korišten je program Paint (Windows 7). 
Dio podataka, odnosno aktivnost protuobraštajne tvari obrađen je prema kriterijima iz 
literaturnih podataka (Kitajima i sur.,1995). Sustav ocjenjivanja protuobraštajne aktivnosti 
prikazan je u Tablici 1. 
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Tablica 1. Sustav ocjenjivanja protuobraštajne aktivnosti (Kitajima i sur., 1995) 
Aktivnost Definicija 
Tretman u 
petrijevkama 
Izrazito velika (+ +) M < MS M < 100% 
velika ( + ) MS < M i A < AS 
100% < M i A < 
75,3% 
mala ( ± ) AS < A< as 75,3% < A < 83,7% 
Bez aktivnosti  ( - ) as < A 83,7% < A 
 
M =  Prosječni postotak migriranih dagnji u uvjetima tretiranja sa CuSO4 , odnosno bojom. 
MS = Mkont - 2Smig 
Mkont = Prosječni postotak migriranih dagnji u kontrolnim uvjetima  
Smig = Standardna pogreška prosječnog postotka migriranih dagnji u kontrolnim uvjetima 
A = Prosječni postotak prihvaćenih dagnji u uvjetima tretiranja sa CuSO4, odnosno bojom 
AS = Akont - 2Sprihv 
as = Akont – Sprihv 
Akont = Prosječni postotak prihvaćenih dagnji u kontrolnim uvjetima 
Sprihv = Standardna pogreška prosječnog postotka prihvaćenih dagnji u kontrolnim uvjetima 
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4. REZULTATI 
 
U ovom radu testirani su učinci CuSO4 i komercijalnih protuobraštajnih  Hempelovih boja na 
prihvat i migraciju dagnje u vremenskom periodu od 24 sata. Aktivnost mnogih dagnji započela 
je neposredno nakon postavljanja na agar što se moglo uočiti iz izbacivanja njezinih stopala 
(Slika 9.). 
 
 
Slika 9. Izbacivanje stopala pomoću kojeg dagnje istražuju mjesto gdje će se prihvatiti. 
 
Neke dagnje iako su migrirale s agara, nisu se pričvrstile za podlogu odnosno karton. Migracija i 
prihvat nekih dagnji uočena je već nakon 2 sata, a većina aktivnosti završena je nakon 10 sati. 
Rezultati testiranja učinka CuSO4 na prihvat dagnji (2-3 cm) nakon 24 h prikazani su na Slici 10. 
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Slika 10. Učinak CuSO4 na prihvat dagnji (2-3 cm) nakon 24 sata, a) kontrola b) 4 µM CuSO4, 
c) 20 µM CuSO4, d) 40 µM CuSO4, e) 400 µM CuSO4. 
 
Kod manjih koncentracija, 4 µM i 20 µM CuSO4 gotovo sve dagnje su migrirale iz agara i bile 
prihvaćene za karton ili za rub petrijevke. Ista situacija desila se kod kontrolne skupine. Kod 
većih koncentracija, 40 µM i 400 µM CuSO4 većina dagnji nije migrirala i nije bila prihvaćena.  
Testirana je vremenska ovisnost migracije i prihvata dagnji (2-3 cm) o različitim 
koncentracijama CuSO4 i rezultati su prikazani na Slici 11. 
 
a
) 
b
) 
c
c 
d
) 
e
) 
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Slika 11. Ovisnost migriranih i prihvaćenih dagnji (2-3 cm) o vremenu izloženosti CuSO4 a) 4 
µM, b) 20 µM c) 40 µM d) 400 µM. 
 
Kod manjih koncentracija, 4 µM i 20 µM CuSO4 veći je postotak migriranih i prihvaćenih dagnji 
u odnosu na veće koncentracije. Promatrajući određenu koncentraciju kroz vrijeme vidljivo je da 
je veći postotak migriranih dagnji od prihvaćenih iz razloga što su neke dagnje migrirale, ali nisu 
bile prihvaćene i mijenjale su svoj položaj. Kod najmanje koncentracije (4 µM) sve su dagnje 
migrirale tijekom  24 sata, osim jedne koja nije bila prihvaćena i koja je uginula. Kod većih 
koncentracija, 40 µM i 400 µM CuSO4 također je veći postotak migriranih dagnji od prihvaćenih 
kroz vrijeme. Kod koncentracije od 40 µM veći je postotak prihvaćenih dagnji nakon 24 sata jer 
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jedna dagnja nije migrirala, ali se prihvatila odmah na karton. Osim toga neke su se dagnje 
uspjele prihvatiti jedna za drugu bez da migriraju iz razloga što je njihov međusobni razmak bio 
malen. Ovisnost migracije i prihvata dagnji (2-3 cm) o koncentraciji CuSO4 prikazana je na Slici 
12. 
    
 
Slika 12. Ovisnost migracije (a) i prihvata (b) dagnji (2-3 cm) nakon 24 h o koncentraciji CuSO4 
 
Pri niskoj koncentraciji CuSO4 (4 i 20 µM) visoki je postotak migracije pa čak i do 100% (Slika 
12a). Prihvat je nešto manji pri niskim koncentracijama i iznosi oko 92% (Slika 12b). 
Povećanjem koncentracije CuSO4 dolazi do smanjenja migracije i prihvata dagnji te njihova 
migracija i prihvat jasno ovise o koncentraciji CuSO4. 
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Također je testiran učinak dviju vrsta Hempelovih protuobraštajnih boja, crvene  i crne (Hard 
Racing i Mille NCT)  na prihvat dvije veličinske kategorije dagnji nakon 24 sata (Slika 13). 
 
        
        
 
Slika 13. Ovisnost prihvata dagnji veličine a) 1-2 cm i b) 2-3 cm o vrsti komercijalne 
protuobraštajne boje nakon 24 sata 
Nema značajne razlike u prihvatu dagnji različitih veličinskih kategorija. Gotovo sve dagnje nisu 
migrirale i nisu se prihvatile. Jedina mala razlika je u tome što je kod većih dagnji (2-3 cm), kod 
crvene boje jedna dagnja uspjela migrirati i prihvatiti se za rub petrijevke. Osim toga još su se 
dvije dagnje uspjele međusobno prihvatiti zbog njihovog malog međusobnog razmaka. Kod 
malih dagnji (1-2 cm) niti jedna dagnja nije migrirala te nije se prihvatila. 
Nadalje, testirana je vremenska ovisnost migracije i prihvata dagnji (2-3 cm) o dvije 
komercijalne protuobraštajne boje (Slika 14.). 
a) 
b) 
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Slika 14.  Ovisnost migriranih i prihvaćenih dagnji (2-3 cm) o vremenu izloženosti a) crvenoj 
Hempel boji b) crnoj Hempel boji. 
 
Kod obje boje jako je mali postotak migriranih i prihvaćenih dagnji. Kod crvene je boje samo 
jedna dagnja uspjela migrirati do kraja petrijevke i prihvatiti se za rub. Osim toga još su dvije 
dagnje uspjele malo migrirati i prihvatiti se jedna za drugu. Crna boja je pokazala veću 
protuobraštajnu učinkovitost i onemogućava migraciju i prihvat dagnji 10 sati, a sam prihvat je 
iznosio 8 % od ukupno testiranih dagnji. Crvena boja onemogućava migraciju i prihvat dagnji 6 
sati, a sam prihvat je iznosio 25 %. 
Izračunat je prosječni postotak migracije i prihvata dagnji (2-3 cm) nakon 24 sata koje su bile 
pod utjecajem CuSO4 i boje.  
Rezultati su prikazani u Tablici 2. 
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Pri većim koncentracijama CuSO4 (40 i 400 µM) zamijećena je manja migracija i prihvat dagnji 
u odnosu na manje koncentracije i u odnosu na kontrolnu skupinu. Također je i kod obje boje 
velika razlika u migraciji i prihvatu dagnji u odnosu na kontrolnu skupinu. Osim toga kod boja je 
i najmanji postotak migracije i prihvata nakon 24 sata. 
Rezultati ocjenjivanja protuobraštajne aktivnosti CuSO4 i Hempelovih boja prikazani su u 
Tablici 3. 
 
Tablica 3. Protuobraštajna aktivnost CuSO4 pri određenim koncentracijama te protubraštajna 
aktivnost Hempelovih boja kod dagnji 2-3 cm. 
 
Testiranje 
 
400 µM 
CuSO4 
40 µM 
CuSO4 
20 µM 
CuSO4 
4 µM 
CuSO4 
Boja 1 Boja 2 
Ocijena aktivnosti + + + + - - + + + + 
Opis protuobraštajne 
aktivnosti 
Izrazito 
velika 
Izrazito 
velika 
Bez 
aktivnosti 
Bez 
aktivnosti 
Izrazito 
velika 
Izrazito 
velika 
 
 MIGRACIJA PRIHVAT 
Kontrola 100 % 92 % 
4 µM CuSO4 100 % 92 % 
20 µM CuSO4 92 % 92 % 
40 µM CuSO4 67 % 75 % 
400 µM CuSO4 67 % 58 % 
Boja 1 (Crvena) 25% 25% 
Boja 2 (Crna) 8% 8% 
Tablica 2. Učinak CuSO4 i boja na migraciju i prihvat dagnji (2-3 cm) nakon 24 h.  
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Protuobraštajna aktivnost CuSO4 pri 40 i 400 µM ocijenjena je sa ++. To znači da je pri tim 
koncentracijama dobra protuobraštajna aktivnost CuSO4 i najčešće odgovara slučaju da dagnje 
nisu migrirale te da nisu bile prihvaćene. Također su obje boje ocijenjene sa ++ te je i njihova 
protuobraštajna aktivnost izrazito velika. Koncetracije CuSO4 od 4 i 20 µM nisu iskazale učinak 
na prihvat dagnji. 
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5. RASPRAVA 
 
Brojna protuobraštajna sredstva koja su se pokazala djelotvornima imaju negativan utjecaj na 
morske organizme. Zbog toga se danas sve više pažnje posvećuje traženju novih učinkovitih 
metoda za testiranje protuobraštajnih sredstava koja istovremeno neće štetiti okolišu.  
 
U ovom radu testirana je aktivnost protuobraštajnih tvari metodom po Kitajima i sur. (1995) koja 
uspoređuje migraciju dagnji iz agara i prihvat dagnji na podlogu premazanu protuobraštajnim 
sredstvom. Dagnja ne preferira agar i ima tendenciju migriranja iz njega, ovisno o susjednoj 
sredini. Dagnje su bile izložene djelovanju CuSO4 i dviju protuobraštajnih boja. Testirane dagnje 
reagirale su na tri načina: a) ostale su na agaru, b) migrirale su bez prihvata i c) migrirale su i 
prihvatile se. Ako su dagnje ostale na agaru tijekom cijelog eksperimenta to znači da je 
protuobraštajno sredstvo učinkovito. Dagnje koje su tijekom vremena migrirale i mjenjale svoj 
položaj, tražile su prikladnu površinu gdje se mogu prihvatiti. Ako do prihvata nije došlo ni 
nakon 24 sata to znači da je protuobraštajno sredstvo bilo zadovoljavajuće. Kod dagnji koje su 
migrirale i prihvatile se za karton protuobraštajno sredstvo je veoma slabo i nije bilo 
zadovoljavajuće. U ovom slučaju to je bilo vidljivo kod manjih koncentracija CuSO4 (4 i 20 
µM). 
Bakrov(II) sulfat je upotrebljen kao modelni spoj kako bi se dokazala njegova već poznata 
protuobraštajna aktivnost te se može usporediti sa rezultatima iz rada prema Kitajima i sur. 
(1995). Gledajući odnos između migracije i prihvata dagnji u ovisnosti o vremenu u oba rada je 
vidljivo kako je veći broj migriranih dagnji u odnosu na prihvaćene. Brojne dagnje su duže 
vrijeme migrirale kako bi pronašle prikladnu površinu za prihvat, no kod nekih dagnji niti nakon 
24 sata nije došlo do prihvata. Rezultati ovog rada su u skladu s prijašnjim nalazima (Kitajima i 
sur.,1995). Koncentracije od 4 i 20 µM CuSO4 nisu pokazale protuobraštajnu aktivnost dok u 
radu prema Kitajima i sur. (1995) samo najmanja koncentracija (0.1 µmol/cm2) CuSO4 nije 
pokazala protuobraštajnu aktivnost. Najveća koncentracija CuSO4 (10 µmol/cm2) ocijenjena je 
toksičnom (Kitajima i sur., 1995), a 750 ppm CuSO4 dovodi do smanjene produkcije bisusnih 
niti i dagnje ugibaju (Harada i sur., 1984). 
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U djelu eksperimenta u kojem je testiran utjecaj dviju komercijalnih protuobraštajnih 
Hempelovih boja, većina dagnjii nije migrirala te se nije prihvatila. Također nije bilo velike 
razlike ni kod obje veličinske kategorije. Kod većih dagnji (2-3 cm) mala je razlika kod crvene u 
odnosu na crnu boju zbog toga što su neke dagnje uspjele migrirati i prihvatiti se. Rezultati su 
očekivani obzirom da se crna boja u praksi pokazala uspješnijom u odnosu na crvenu. Osim toga 
mala je razlika u volumnom udjelu suhe tvari te je veća kod crne boje. Protuobraštajna aktivnost 
obje Hempelove boje je također izrazito velika te se one već duže koriste kao protuobraštajno 
sredstvo na brodovima. Problem je u tome što su one na bazi bakra te se taj bakar s vremenom 
otpušta u morski ekosustav i negativno djeluje na morske organizme. Također je dokazano da su 
protuobraštajne boje na bazi bakra toksične za mnoge morske organizme kao npr. vrstu rakova 
Artemia nauplii (Katranitsas i sur., 2003). Zato treba istraživati protuobraštajnu aktivnost novih 
spojeva i prirodnih ekstrakata pogodnim, jednostavnim i brzim metodama. 
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6. ZAKLJUČCI 
 
1. Veličina juvenilnih jedinki dagnje Mytilus galloprovincialis od 1-3 cm ne utječe na rezultate 
testiranja učinkovitosti protuobraštajnih sredstava. 
 
2. Najveće testirane koncentracije CuSO4 (40 i 400 µM) onemogućile su prihvat dagnje dok 
manje koncentracije (4 i 20 µM) nisu iskazale protuobraštajni učinak  
 
3. Testirane Hempelove boje onemogućile su prihvat dagnje iskazujući izrazito veliku 
protuobraštajnu aktivnost.  
 
4. Veću protuobraštajnu učinkovitost iskazala je crna boja koja onemogućava migraciju i 
prihvat 10 sati, a sam prihvat je 8 % od ukupno testiranih dagnji. Crvena boja onemogućava 
migraciju i prihvat 6 sati, a sam prihvat je 25 %. 
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8. SAŽETAK 
 
Protuobraštajna sredstva već dugo se koriste protiv nakupljanja morskih organizama na čvrstim 
podlogama te se zbog svoje potencijalne štetnosti za okoliš moraju testirati. Kao protuobraštajna 
sredstva testirani su bakrov(II) sulfat i dvije komercijalne boje na prihvat dagnje Mytilus 
galloprovincialis. Protuobraštajna aktivnost je procijenjena temeljem dva kriterija i to 
migracijom dagnji iz agara i prihvatom dagnji na podlogu tretiranu protuobraštajnim sredstvom. 
Manje koncentracije bakrovog(II) sulfata (4 i 20 µM) nisu pokazale protuobraštajnu aktivnost jer 
je većina dagnji migrirala iz agara i prihvatila se na podlogu. Veće koncentracije bakrovog(II) 
sulfata (40 i 400 µM) onemogućile su prihvat dagnji. Protuobraštajna aktivnost većih 
koncentracija bakrovog(II) sulfata ocijenjena je izrazito velikom. Obje komercijalne boje su 
također iskazale izrazito veliku protuobraštajnu aktivnost. Crna boja je onemogućila migraciju 
tijekom 10 sati, a prihvat je iznosio samo 8 %. Crvena boja je onemogućila migraciju 6 sati i 
prihvat dagnji od 25 %.  
 
Ključne riječi: dagnja, Mytilus galloprovincialis, bakrov(II) sulfat, protuobraštajne boje, 
protuobraštajna aktivnost 
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9. ABSTRACT 
 
Antifouling substances have long been used against the accumulation of marine organisms on 
solid substrates. They should be tested for their potential environmental hazards. Copper(II) 
sulfate and two commercial paints as antifouling substances were tested for the attachment of 
mussel Mytilus galloprovincialis. The antifouling activity was evaluated by two criteria, 
migration of mussels from agar and their attachment on the substrate treated with antifouling 
substances. Low concentrations of copper(II) sulfate (4 and 20 μM) did not show antifouling 
activity because most mussels migrated from agar and attached to the substrate. Larger 
concentrations of copper(II) sulfate (40 and 400 μM) prevented mussel attachment. The 
antifouling activity of higher concentrations of copper(II) sulfate was estimated to be extremely 
high. Both commercial paints have also exhibited a remarkably large antifouling activity. Black 
paint did not allow migration for 10 hours and attachment was only 8 %. Red color has prevented 
migration for 6 hours and attachment of 25 % mussels. 
 
 
Key words: mussel, Mytilus galloprovincialis, copper(II) sulfate, antifouling paints, antifouling 
activity 
 
